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摘要 目的：通过生物信息学方法，构建法洛四联症（TOF）免疫相关的 miRNA-mRNA调控网络，探究 miRNA对免疫基因的调
控作用。方法：利用 Gene Expression Omnibus（GEO）数据库中与 TOF相关的 mRNA和 miRNA数据进行分析，结合差异分析、免
疫浸润分析及靶基因预测，整合免疫相关基因（IRGs），筛选 miRNA-mRNA调控对。通过外部验证集筛选高 AUC得分基因，并
构建转录因子（TF）-miRNA-mRNA调控网络。结果：差异分析得到 1 875个差异表达基因（DEGs）和 27个差异表达 miRNAs
（DEmiRNAs）。其中浆细胞、杀伤性 T细胞、单核细胞以及静止肥大细胞等免疫细胞组分在患病样本中显著高于正常样本，T细
胞滤泡辅助细胞、休眠自然杀伤细胞、酌啄T细胞、嗜酸性粒细胞、活化肥大细胞等免疫细胞组分在患病样本中显著低于正常样
本。整合 DEGs与 DEmiRNAs，通过外部验证集筛选得到 16个关键 mRNA和 16个 miRNA，预测得到 4个调控关键 miRNA的
TF，并构建 36节点（node）与 32条边（edge）的免疫相关的 TF-miRNA-mRNA网络。基于调控网络的 MCC得分筛选出 4个与免
疫相关的核心基因与 5个核心 miRNA。结论：成功构建了 TOF的免疫相关 TF-miRNA-mRNA调控网络，鉴定出 5个核心调控
miRNA及其靶向的 4个免疫相关核心基因，揭示了 miRNA介导的免疫调控在 TOF中的潜在作用。
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Bioinformatics analysis of the immunoregulatory mechanisms of microRNA in tetralogy of Fallot
WANG Fan，ZHAO Qian
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Abstract Objective：To construct an immune-related miRNA-mRNA regulatory network in tetralogy of Fallot（TOF）using bioinfor原
matics approaches and investigate the regulatory roles of miRNAs in immune genes. Methods：mRNA and miRNA expression data relat原
ed to TOF from the Gene Expression Omnibus（GEO）database were analyzed. Differential expression analysis，immune infiltration anal原
ysis，and target gene prediction were performed to identify immune-related genes（IRGs）and screen for miRNA-mRNA regulatory pairs.
High-AUC genes were selected using an external validation set，and a transcription factor（TF）-miRNA-mRNA regulatory network was
constructed. Results：A total of 1 875 differentially expressed genes（DEGs）and 27 differentially expressed miRNAs（DEmiRNAs）were
identified by differential analysis. Among them，immune cell components such as plasma cells，killer T cells，monocytes，and resting
mast cells were significantly enriched in disease samples，while T follicular helper cells，resting NK cells，酌啄 T cells，eosinophils and
activated mast cells showed significant depletion compared to normal controls. Integration of DEGs and DEmiRNAs yielded 16 key mR原
NAs and 16 miRNAs through an external validation set. Four TFs regulating key miRNAs were predicted，forming an immune-related
TF-miRNA-mRNA network with 36 nodes and 32 edges. Based on MCC scores of the regulatory network，four core immune-related
genes and five core miRNAs were screened. Conclusion：An immune-related TF-miRNA-mRNA regulatory network for TOF has been
successfully constructed，identifying five core regulatory miRNAs and four immune-related target core genes. These findings highlight
the potential role of miRNA-mediated immune regulation in TOF.
Key words tetralogy of Fallot；PPI interaction network；immunoregulatory
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法洛四联症（TOF）是最常见的先天性心脏病
（CHD）之一，每 10 000 例新生儿中约有 3 例 TOF
患儿[1]。TOF的主要特征为室间隔缺损、肺动脉狭窄、
右心室肥大以及主动脉骑跨，自然病死率极高 [2]。

目前，外科手术矫治是治疗 TOF的主要手段，然而，
尽管手术能够显著改善患者的血流动力学状态，却

无法有效改善由于长期慢性缺氧和心室压力负荷

增加等多种因素导致的免疫系统稳态失衡。这种免

疫稳态失衡在术后持续存在，一定程度上导致了心

肌纤维化等心脏并发症的发生[3-4]。许多研究表明

TOF患者的心肌细胞中促炎因子显著升高，但炎症
上游的调控机制还尚未阐明[5-7]。因此，从心脏组织免
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疫炎症进展的角度深入研究 TOF的病理机制，对于
改善患者预后以及延长患者生存期具有重要意义。

本研究聚焦 miRNA 在 TOF 中的免疫调控作
用，主要基于以下 3点原因：在 TOF相关的研究中，
已有证据表明多种 miRNA参与调控心脏发育和病
理过程[8-11]；miRNA 已在其他人类疾病中被证实在
免疫系统上游调控中发挥关键作用[12-15]；由于 miR原
NA的调控作用更加快速高效，具有作为药物靶点
的潜力，已有多种基于 miRNA的药物进入临床试
验[16]。基于此，本研究利用 GEO数据库，通过系统的
生物信息学分析构建一个较为全面的免疫相关的

miRNA-mRNA调控网络，旨在阐明 TOF的免疫调
控机制，为制定新的 TOF的辅助治疗策略以及患者
的预后管理方案提供一定的参考。

1 材料与方法

1.1 测序数据选择 本研究从 GEO（https：//www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo/）数据库中筛选了与 TOF相关的
3 个数据集：GSE217771、GSE217772 和 GSE36761。
GSE217771和 GSE217772 数据集用于整合分析，
以鉴定 TOF中免疫相关的差异表达基因（DEGs）；
GSE36761数据集作为独立验证集，用于验证 DEGs
的可靠性和一致性。

1.2 差异表达分析 采用 DESeq2 对 GSE217771
数据集中的 TOF患者与正常样本的 miRNA表达数
据以及 GSE217772数据集中的基因表达数据进行
系统的差异分析。在分析过程中，以|log2FC|>1且
P.adjust<0.05 作为显著性筛选阈值，分别鉴定了
DEGs和差异 miRNA（DEmiRNAs）。利用 ggplot2包
绘制火山图；采用 pheatmap包绘制热图。
1.3 DEGs富集分析 使用 R包 ClusterProfiler（版
本：4.10.1）对上调和下调的 DEGs分别进行基因本
体论（GO）与京都基因与基因组百科全书（KEGG）
富集分析。GO与 KEGG富集分析均设置 P.adjust<
0.05作为筛选标准。使用 R包 ggplot2绘制气泡图
以可视化富集分析结果，在 GO分析中以 P.adjust
筛选生物学过程、分子功能、细胞组分各部分最小

值前 5位条目进行展示；在 KEGG分析中，以 P.ad原
just筛选最小值前15位的通路展示。
1.4 免疫浸润分析 采用 CIBERSORT[17]算法对

DEGs进行免疫浸润分析，使用 Kruskal-Wallis 检验
对每种免疫细胞成分进行差异显著性分析，并设定

P<0.05作为显著性阈值。使用 ggplot2包绘制箱线
图和细胞组成成分图，并通过 patchwork包进行多图
组合；利用pheatmap包绘制热图。
1.5 免疫相关的关键基因与 miRNA筛选 本研究

基于 MSigDB 数据库（http：//www.gsea-msigdb.org/
gsea/msigdb/）下载了“Hallmark-inflamatory-response”
基因集，该基因集包含 200个与炎症相关的免疫基因
（IRGs）。使用 miRWalk数据库[18]（http：//mirwalk.umm.
uni-heidelberg.de）对 DEmiRNAs进行靶基因预测。
在预测过程中，设定结合可能性阈值为 0.95。通过
miRWalk预测得到的靶基因与 DEGs以及 IRGs进
行交集分析，并使用 R 包 VennDiagram绘制韦恩
图。从免疫相关的 miRNA-mRNA对中提取 miRNA
与 mRNA之间表达趋势相反的互作对，并利用 gg原
plot2 包绘制饼图以展示其分布特征。使用R 包
pROC在外部验证集上进行筛选，并以曲线下面积
（AUC）作为评价指标，筛选关键基因并绘制 ROC
曲线以评估其诊断效能，将 AUC超过 0.6的基因作
为关键基因，与其具备互作关系的 miRNA作为关键
miRNA。
1.6 蛋白质相互作用网络（PPI）构建 利用STRING
数据库[19]（http：//string-db.org）构建 PPI网络。以总得
分>0.4为阈值筛选基因，并基于 STRING数据库分
析蛋白质之间的功能关联和相互作用，绘制 PPI图。
1.7 免疫相关的转录因子（TF）-miRNA-mRNA调
控网络构建 利用 TransmiR 数据库探讨 TF 与
miRNA的调控关系，通过对关键 miRNA进行预测，
在心脏特异性组织中筛选潜在转录因子。使用 Cy原
toscape对关键基因、关键 miRNA与 TF的作用关系
进行可视化，绘制较为完整的免疫相关的 TF-miR原
NA-mRNA调控网络图，采用 MCC算法对网络中的
基因与 miRNA进行排序，筛选出 MCC评分最高的
基因，作为 TOF中受 miRNA调控的免疫相关核心
基因，筛选出 MCC评分最高的 miRNA作为 TOF中
最具备免疫调控作用的核心 miRNA。
2 结果

2.1 差异分析结果 基于数据集 GSE217772，在正
常样本与 TOF样本之间筛选出了 1 875个 DEGs，
其中 870 个基因在 TOF 中显著上调，1 005 个基
因在 TOF 中显著下调（图 1A、1B）。基于数据集
GSE217771，在正常样本与 TOF样本之间筛选出了
27个 DEmiRNAs，其中 14个 miRNA显著上调，13
个 miRNA显著下调（图 1C、1D）。
2.2 差异基因富集结果 GO分析结果显示，在上
调的 DEGs中，基因主要富集于细胞对氧化应激的
反应、葡萄糖代谢过程、抗微生物体液反应以及对

玉型干扰素的反应等功能（图 2A）。下调的 DEGs则
主要富集于细胞外信号调节激酶（ERK）1和 ERK2
的级联调节、CD4+T细胞、琢-茁T细胞分化调控等功
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能（图 2C）。KEGG分析结果显示，在上调的 DEGs
中，主要富集于神经退行性变的途径-多重疾病、
中性粒细胞胞外陷阱形成、心肌收缩以及氧化磷酸

化作用等通路（图 2B）。下调的DEGs 主要富集于
神经活性配体-受体相互作用、磷脂酰肌醇 3激酶
（PI3K）-蛋白激酶 B（Akt）信号通路、Wnt信号通
路、钙信号通路、血管平滑肌收缩以及细胞因子-
细胞因子受体相互作用等通路（图 2D）。
2.3 免疫浸润结果 DEGs 免疫浸润分析显示，T
细胞滤泡辅助细胞、休眠自然杀伤细胞、浆细胞、

酌啄T细胞、嗜酸性粒细胞、杀伤性 T细胞、单核细胞、
静息肥大细胞、活化肥大细胞在正常组与患病组之

间有显著的差异。其中浆细胞、杀伤性 T细胞、单
核细胞以及静止肥大细胞等免疫细胞组分在患病

样本中显著高于正常样本；T细胞滤泡辅助细胞、
休眠自然杀伤细胞、酌啄T细胞、嗜酸性粒细胞、活化
肥大细胞等免疫细胞组分在患病样本中显著低于

正常样本（图 3A）。热图分析同样表明上述免疫相
关细胞在正常组与 TOF组之间存在显著分布差异
（图 3B）。
2.4 可信度高关键的免疫基因与 miRNA筛选 从

MSigDB 数据库下载得到 200 个免疫相关基因
（IRGs）。利用 miRWalk 数据库对 DEmiRNAs进行
靶基因预测，共获得 13 527个靶基因。将 200个免
疫相关基因与 DEmiRNAs的靶基因以及先前筛选
出的 1 875个 DEGs进行交集分析，得到 28个与免
疫调控相关的基因（图 4A）。鉴于 miRNA通常通过
负向调控基因表达，从中筛选出 20个具有负调控
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图 1 基因和 miRNA的差异表达分析
Fig.1 Differentially expressed analysis of gene and miRNA

注：TOF：法洛四联症；A：TOF样本与正常样本差异表达基因火山图，火山图中每一个点表示一个基因，紫色表示在 TOF中表达下调，橙色

表示在 TOF中表达上调，灰色表示无显著差异；B：TOF样本与正常样本差异表达基因热图，热图颜色从蓝到红表示表达由低到高；C：TOF样本
与正常样本差异miRNA火山图，火山图中每一个点表示一个基因，紫色表示在 TOF中表达下调，橙色表示在 TOF中表达上调，灰色表示无显
著差异；D：TOF样本与正常样本差异 miRNA热图，热图颜色从蓝到红表示表达由低到高
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关系的 miRNA-mRNA对用于后续验证（图 4B）。使
用外部数据集验证得到 16 个基因的 AUC 评分超
过 0.6，表明这些基因在区分疾病组与正常组样本
方面具有潜在诊断价值。最终筛选出这 16个基因
作为受 miRNA调控的关键免疫基因，与其具备调
控关系的 16个 miRNA作为关键 miRNA。
2.5 免疫相关的 TF-miRNA-mRNA调控网络构建

分析结果表明，LPAR1与 GPR132、RGS16之间存在
显著的互作关系（图 5A）。使用 TransmiR数据库进
一步预测发现在心脏特异性组织中，hsa-miR-4284
可能受 JUN、JUND、TAL1 和 ERG这 4 个转录因子
的调控。并构建了一个包含 36个节点（node）和 32
条边（edge）的免疫相关 TF-miRNA-mRNA 调控网
络（图 5B）。基于关键基因与关键 miRNA的互作关
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P.adjust

Gene Ratio

Gene Ratio

A B

C D

0.01 0.030.02

Gene Ratio
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注：A：显著上调基因的 GO功能富集；B：显著上调基因的 KEGG通路富集；C：显著下调基因的 GO功能富集；D：显著下调基因的 KEGG通
路富集

图 2 差异表达基因的富集分析

Fig.2 Enrichment analysis of differentially expressed genes
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B：基于差异基因的免疫细胞类型热图，横轴为不同样本，纵轴为估计细胞比例，不同颜色表示不同细胞类型

图 3 免疫细胞亚型比例分析

Fig.3 Immune cell subtype proportions analysis
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注：DEGs：差异表达基因；ROC：受试者工作特征；A：将免疫相关基因、差异 miRNA靶基因与差异表达基因取交集得到 28个基因的韦恩
图；B：28个基因中有 20个基因的 miRNA与基因表达呈现负调控状态的饼图；C：基于外部验证集对 20个基因作 ROC曲线图

图 4 可信度高的免疫基因的筛选以及外部基因表达数据集验证

Fig.4 Screening of high-confidence immune genes and validation using external gene datasets
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系，利用 MCC算法评分筛选出了 4个核心基因：
LPAR1、OSMR、RGS16和 SGMS2及 5个核心miRNA：
hsa-miR-483-5p、hsa-miR-483-3p、hsa-miR-185-
5p、hsa-miR-185-3p和 hsa-miR-4485-3p（图 5C）。

3 讨论

TOF是最常见的先天性心脏病之一，目前，TOF
的治疗主要依靠手术干预，但手术治疗无法显著改

善心肌的病理状态。因此，深入研究 TOF的免疫调
控机制及其关键调控因子，对于延缓疾病进展、开

发辅助治疗策略具有重要意义。

本研究对 mRNA表达数据进行差异分析，对上
调与下调的 DEGs 分别进行 GO 与 KEGG 功能富
集。其中显著上调的 DEGs主要富集于抗微生物体
液反应与对玉型干扰素的反应等相关生物过程以
及中性粒细胞胞外陷阱形成等通路，这反映了在

TOF中存在先天性免疫的过度激活，揭示了 TOF患
者粒细胞异常活化状态，将进一步加剧心脏损伤；

显著下调的 DEGs功能主要富集在 CD4+T细胞、琢-
茁T细胞分化等生物学过程，通路主要富集于 PI3K-
Akt信号通路、Wnt信号通路。CD4+T细胞、琢-茁T细
胞分化功能的富集提示后天性免疫的失衡，而

PI3K-Akt信号通路、Wnt信号通路在细胞生长、凋
亡和分化中具有关键作用，该通路表达的下调会削

弱心肌修复能力，促进免疫纤维化微环境的形成。

综上，DEGs的免疫相关的功能富集结果揭示 TOF
患者存在明显的免疫相关异常，表现为先天免疫过

度激活与获得性免疫失衡共存，可能共同参与 TOF
的发生与进展。

为了进一步探究 TOF的免疫特征，本研究进行
了免疫浸润分析。结果表明 TOF中存在显著的免疫
细胞成分改变，多种免疫细胞比例发生显著变化，

免疫炎症也会进一步影响疾病进程。因此，在 TOF
的研究中，探究免疫基因的上游调控关系是非常有

必要的。

尽管大量研究集中于转录因子对 mRNA的调
控作用，但 TF同样可能调控 miRNA的表达。为了
建立更为全面的调控网络，本研究通过系统生物信

息分析整合了 TOF 相关的 mRNA 与 miRNA 的同
时，预测了 TF对于关键 miRNA 的调控作用，成功
建立了免疫相关的 TF-miRNA-mRNA调控网络，筛
选得到了 4 个核心基因：LPAR1、OSMR、RGS16 和
SGMS2 与 5 个核心 miRNA：hsa-miR-483-5p、hsa-
miR-483-3p、hsa-miR-185-5p、hsa-miR-185-3p和
hsa-miR-4485-3p。在 5个核心 miRNA中，hsa-miR-
483-5p已经在心脏组织中被证实对心脏相关疾病
进展通路有重要的调节作用。研究表明，hsa-miR-
483-5p能够调节丝裂原活化蛋白激酶（MAPKs）的表
达。MAPKs往往调节细胞的增殖、分化和应激反应，
是一组信号蛋白[20]，主要由 4个亚家族组成。其中
MAPK3也被称为 ERK1[21]。MAPK3可以作为调节因

A

B

C

注：A：16个关键免疫基因的蛋白质互作关系调控网络；B：免疫
相关的 TF-miRNA-mRNA调控网络，圆形表示关键基因，其中紫色

圆圈表示基因表达上调部分，蓝色圆圈表示基因表达下调部分；三

角形表示关键 miRNA，其中黄色三角形表示表达上调 miRNA，紫色
三角形表示表达下调 miRNA；菱形表示调控 miRNA的转录因子；C：
经过 CytoHubba分析得到的关键免疫基因与关键 miRNA网络，其中

颜色越深、图形面积越大代表 MCC评分越高，图中呈深红色的圆形
为核心基因，呈深红色的 5个三角形为核心 miRNA

图 5 PPI调控网络以及免疫相关的 TF-miRNA-mRNA
调控网络的构建

Fig.5 Construction of the PPI regulatory network and the
immune-related TF-miRNA-mRNA regulatory network
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素，应对各种信号级联，如炎症、细胞增殖、分化、运

动、生存和新陈代谢[22]。已有相关研究显示，ERK1/2
与缺血-再灌注损伤有关[23-24]，MAPK3的上调可以减
少缺血-再灌注引起的心肌细胞凋亡[25]。此外，该研

究表明 hsa-miR-483-5p还与心脏炎症等强相关。
提示hsa-miR-483-5p在心脏中具有重要的调节作
用，通过调控 MAPKs通路影响心肌细胞的凋亡。在
4个核心免疫基因中，OSMR的缺失已被证实可导
致心肌肥大，心肌纤维化重塑[22]。本研究中，hsa-miR-
483-5p可能能够调控 OSMR的表达，OSMR不仅为
本研究中筛选得到的核心基因，也是 hsa-miR-483-
5p的靶向调控基因。因此推测 hsa-miR-483-5p在
TOF中不仅调控 MAPKs通路影响心肌细胞凋亡，
同时调控 OSMR的表达促进心肌纤维化进展。

已有的实验研究为本研究的结果提供了实验

证据，也在一定程度上支持了本研究的可靠性，对

于其他核心基因与核心 miRNA，本研究也提供了理
论基础，后续可以通过基因敲除实验，在细胞或动

物模型中验证核心基因与核心 miRNA的功能及其
相互作用。这些功能实验将有助于明确核心 miRNA
与免疫相关的核心基因在 TOF中的具体作用，为后
续开发靶向治疗策略提供依据。
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